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In a new process for the biotechnological prodn. of alkaline 
phosphatase, the strain Bacillus licheniformis 41 p (ZIMET 1091 1; 
morphological and other characteristics given in the specification) is 
used. 

The composition of the C-, N- and P-sources of the nutrient medium 
is pref. such that during the phase of intensive alkaline phosphatase 
accumulation the glucose content of the medium is 0%, the phosphate 
content is less than 7mM and the NH, concentration is not more than 30 
mcg/ml. Glucose feeding is pref. carried out during the transitional 
phase. The fermentation medium is pref. subjected to intensive mixing 
and the fermentation is pref. carried out at 34-40 deg. C (esp. 37 deg. 
C). 

USE/ADVANTAGE - Alkaline phosphatase is used in clinical 
diagnostics and in biological and molecular-biological research. High 
yields of a product with enzymatic activity as high as that of the 
product obtained from calf intestine. Unlike the E. coli previously 
used for alkaline phosphatase prodn., Bacillus licheniformus is 
toxicologically and pathologically harmless. 
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(57) Oie Erfindung betrifft ein Verf ahren zur biotechnischen Herstellung von alkalischer Phosphatase mittels BaciNt 
licheniformts. Ziel der Erfindung ist die Entwicklung eines tachnischen Verf ahrens zur Herstellung von alkalischer 
Phosphatase. Das Ziel der Erfindung wird durch die Verwendung des Stammes Bacillus licheniformis 41p - ZIMET 
10 911 - erreicht. Die N- und P-Quellen deu Nanrmediums werden so kombiniert, da& durch die metabolische 
vYirkung der Kultur in der Phase der intensiven atkalische Phosphatase-Akkumulatton der Glucosegehalt des 
Nanrmediums 0%, der Phosphatgehalt < 7 mM und die NH 4 -Konzentration nicht mehr als 20 bis 30 pg/ml betragt. 
Optimiemngen des Verf ahrens konnen durch Glucosefeeding in der Obergangsphase der Kultur, durch intensive 
Durchmischung des Fermentationsmediums und Einhaltung etner bestimmten Fermentationstemperatur erzielt 
werden. 
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Hrfindungsonapruch 

1. Verfohron sur biotochniochen Horstollung von alkaliacher 
Phosphatase, dadurch gokcnnzolchnot, dafl dor Sterna Ba- 
cillus lichen if ornia 41p - 2 DIET 10 911 - verwendet wird* 

2. Verf ohrca each Punkt 1, dadurch gokennzeichnot, daB dio 
C-, N- und P-Quollcn doa ITahmcdiums so kombJjoiort wor- 
den, daB durch dio notobolische Wirkung dor Kultur in dor 
Phase dor ljotonsiven clkolischo Phoephataso-Akkuculation 
dor Glucoscsohalt dos Ilahrnodixms 0 % 9 dor Phosphatge- 
halt (7 mM und dio HH^-Konzontration nicht mehr als 20 
bis 30/ug/ml botragt. 

3. Verfohron nach den Punkten 1 und 2, dadurch gokennzeich- 
not, daB in dor Ubergangsphase oin Glucosef ceding or- 
folgt. 

4. Verfohron nach don Punkten 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
not , daB das Forcaentationsoiodlua intenslv durchmischt 
wird # 

5. Verfahren nach don Punkton 1 bis 4, dadurchgekonnzeich- 
not, daB dio Fermentation boi oinor Temper atur von 34 
bis 40 °C, iaabesondere bo". 37 °C f erfolgt. 
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GlUCOGO 


0,5 % 




CasolD 


0,5 ss 




NagHPO^ . 2 H 2 0 
Agar -Agar 


o f 6 

0,1 % 
2,5 ?! 


Vovlciil "trill? niodiiifli i 


GlUCOflA 


2.0 % 






v t /* 




We fin'Tfi i_nfle hi? of: 






Na 2 HP0 /| . 2 H 2 0 


0,4 55 
0,1 56 


Produktionsmediuci: 


St&rkohydrolyso- 
produlrt 


5 55 




Sojaschrot 


4 55 




Casein 


1,6 # 




NagHPO^ . 2 H^O 
MgSO^ . 7 H 2 0 


0,8 55 
0,0555 



Beispiel 2 

Anzucht ujQd PormoDtation ertolgen nie im Beispiel 1, nur 
alt den Unter schled, daB die Riihrung 700 U/min betr^gt und 
von dor 12, bis zur 20. 7ermentationsstunde insgesaot 9 8 
Glucose zugefiittert warden. Die Ausbeute konnte auf 2,7 IE/ 
ml geeteigert werden. 

Die quantitative Bestiminung de.T alkalisohen Phosphatase er- 
folgte unter optimal en Bedingungen bei 37 °C in 1 M Di&tha- 
nolamin-HCl, pH 9 f 5 (modifiziert nach K. XAM&NE und B. MABKO 
(1978) J. Baoteriol. I2£, 100). Als Substrat diente 5,5 mM 
p-Ritrophenylphosphat. 

Eine IB (Internationale Einheit) 1st def initionsgemaB die 
Uenge alkalisohe Phosphatase, die die Freisetzung von 1 fiUol 
p-Nitrophenol Je Minute unter den Bedingungen der Frufme~ 
thode bewirkt. 
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Dio bokonnton Vorfahrea - bis auf die, boi denea kloaierte 
llUcrooPsoxiisiaon vemeadet wordea - briagea nux geringe Ea- 
zymousbeutea, so dofl zur Zeit noch -vorraagig die alkalische 
Phosphatase aus Kalberdarm gercroaaea *ird. 

Ziel dor Erfiadung 

Ziol der Erf iaduag ist es, oin Verf ahren zur technischea 
Gcniaauag voa alkalisohor Phosphatase mittels Bacillus li- 
choaif orals zu eatniokela. 

Darstellung des Uescas dor Erf in dung 

Dor Erf iaduag liogt die Aufgebe zugrunde, mit eiaem besoa- 
deroa Bacillus lichen if ornia-Stamm sine aUcalische Phospha- 
tase in hohor Ausbeute zu produzlerea. 

Erf InduageaenaB wird fur dio Herstelluag der alkalischen 
Phosphataoe Bacillus lichoaifornls Hp - ZHEET 10 911 - ver- 
weadet, dor sich vom Typstamn Bacillus licheaiformis ATCC 
14 580 ia mehreren Positioaea uaterscheidot Cvgl. dozu aach- 
folgeode Charakteristik nit BEHGET's Manual of Determinative 
Bacteriology, 8 th ed. (1974)). 

Charakteristik des Bacillus licheaiformis 41p - ZHIET 10 911 
iiorphologie 

Form der Sporo: oval 
Lage der Spore: zeatral 

Sporulationsverhaltea: 95 % (Gereteaschrotagar 10 d/ 

37 °C) 

Beweglichkeit: beweglioh 

Gramverhalteot grampositive Kurzstabcheu 

Koloaieaorphologie auf uatersohiedlichea Hahrbodea 

Bluplattex Kolonie hellbeige, milchig, matb- 

glansecd, gAlonn+r. S-E££iolys* 
each 48 h/37 °C 
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Ndhrosnr (NA) : 

NA + Glue. + Cas.-Aaid: 

Biochemische llorkmale 
Saurebildung aus: 



keine Saurebildung aus: 

Indolnactareis: 
VPH: 

Citratvernertung i 

Ureasenaohneia: 

Arginindihydrolasei 



Wachstumsverbalten und biochemische Uerkmale 



Kolonie hollboigo, milchig, 
mattglanzend, gol^ppt 
Kolonie maude/rosft, mattglan- 
2 end, Parbstoffbildung 



D(+)-Zylose f Glucose, d-Mennose, 
d-Fructose, Maltose, Trehalose, 
Saccharose, Hafflnose, Rhannoso, 
D-ilannit, d-Sorbit, D-Bibose, 
Ae soul in 

L-Arabinose nach 24 h, d-Galac- 
tose 



+ 
+ 



Wachstum in Nahrbouillon: 
Waohstum auf Glucose- 
Nitrat-Ager: 
Waohstum auf Glucose- 
Asp ar eg in -Ag ar : 
Wachstum in NaCl-BouHlont 

Gaebildung aus Nit rat un- 
ter anaeroben Bedingungen: 
Nitr atreduktion z 
Katalase : 
Starkehydrolyse : 
Caselnhydrolyse: 
Gelatinehydrolyse : 
Lezithinase: 



Hautbildung, Trubung, Bodensatz 

starkes Wachstum 

schlechtes Wachstum 

3 - 7 % HaCl gutes Wachstum 

10 % NaCl sebw aches Wachstum 



HZ 
HZ 
HZ 



2 mm 
1 mm 
4 mm 



HZ = Hydrolysezone 
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Dio Horotollunc doo Enzymo kpsn im Submorsvorf ohron in 
znongsboluftoton, 3torilioiorbaron Fermontationatanka untor 
itblichon blotcchnologiochon Eodingungen orfolcen. Ea viuxde 
jodoch gofundcn, daB don Eigonachaf ten doa Stacmes angepaBte 
Vorf nhronnbcdingungon zu ho her on Enzymausbeuten fxihren. 

In Hahrncdion mit fur bakteriolla Verfahren hiiufig vornen- 

dot on C«-Quellen t rcie Glucoao, Hal to so, Hale- bsw # Kartoffel- 

atarke und Gotroideachr oten , und iiblichon N-Quollon, wle 

SojJoprotein, Caaoia, Utigortallchpulirer, Erbaen- und Bohnon- 

mohl sonio Golatine, bildet dor erfindungagenofle Stanm la 

okonooiach intoreaaanton Uongan alkaliache Phosphate so, 
• 

B0i eines bevorzugten Ausfuhrungsform dee Verfahrens zur bio- 
technischon EerstellunG von alkalischor Phosphatase mit Ba- 
cillus lichoniforais 41p - ZH1I2P 10 911 - warden die C- und 
U-Quollon doo Nahrmodluns so komblniort, daB durch die meta- 
bolischo Wirkung der Kultur In der Phase der intonsiven al- 
kolische Phosphatase-Akkunulation der Glucosogehalt dos 
ITahr mediums 0 J5, der Phosphatgehalt < 7 nM und dio HH^-Kon- 
zcntration nicht mehr als 20 bis 30/jg/nl botragt. Dio Ak- 
kunulatlon dor alkalischon Phosphatase wird durch oin Giu- 
cosefeoding In dor uborgangsphase und durch intensives 
Durchoischen des Fermentationsmediunxs gesteigert. Dio Fer- 
montation8temperatur betr&gt 34 bis 40 °C, insbesondore 
37 °C. 

Bacillus licheniformis 41p - zntET 10 911 - synthetisiert 
alkalische Phosphatase, die zu iiber 90 % an Partikel bzw. 
Uembranbruchstucke aasoziiert 1st. Das Enzym kann in bekann- 
ter Woise, z. B. durch MgCl 2 , von den Membranbruchstueken 
gelost und anschliefiesd gereinigt werden (P.M. HDLETT- 
C0WL1HG 1971, Bioohem. 1364 bis 1371; G. SCBAFFEL et al. 
1978, Biochio. Biophys. Acta 5§6, 457 bis 467). 

ProzoBanalysen gabon wichtige wiaaenachaftliche Grundlagen 

fur die obon angegebese Vorf ahronef uhrung: 

- Die intenaive Akkutmilation an alkallacher Phoaphataae er- 
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£olgt in dor otationflrcn Ucchatumsphaso dor Kultur, und 
zv7ox dann f wonn das Hahrnodium total an Glucooo verarnt 
und dor Phoophatgehalt unter 7 nil ebgenunken iat. Dor 
Phosphatgeholt 1st etna 50f ach hohor ale bol In dor Lite- 
rate CV. JEANITODA & G. BALASSA (1978) Uolec. gen. Gonot. 
163 . 65 bis 73) orwahoten alkaliacho Phosphataso-Synthoaon 
rait Bacillen. 

- Eine urn 50 % hiShero Aklcuoulotion an alkaliecher Phoppha- 
tase nird durch oin Gluoooof coding la dor Uborgangsphaoo 
dor Kultur erroloht. Die Tootmologie dos Glucoaof oodlngs 
orfolgt in dor Weise, daB dio Konzontration an freior Glu~ 
C030 in dor Kultur Id sung et*a 2 Stundon naoh Boendigung 
der Zufiitterung 0 % betragt. 

- Die Syntheserate dor alkalischen Phosphatase von Bacillus 
llchonif ornis vlrd ganz ontacheidecd durch dio Intensitat 
dor Durohmlsohung dor Kulturlosung beschlounigt. So vrird 
alletn durch dio Erhohung dor Biihrgescbwindigkeit dos L>\- 
borf ermonters von 600 auf 800 rpm bei gloichbloibondom 
Luftelntrag zun glolchon Fermontationszeitpunlct oino uq 
dos 10faoho hdhere alkaliacho Phosphatcso-Aktivitat go- 
messen. 

- Dio optimal© Fermentationstemperetur liogt boi 37 °C. 
Eino Abweichung um ± 3 °C berciirkt bereits eine morklicho 
Sonkung dor Enzymaucbeute. 

- Ua oino ungestiJrte alkallscho Phosphatase-^AJckumulation zu 
erreichon, 1st das Fghrmedium oue don aufgeftthrten C- und 
N-Quellon so zusamaenzusetzen 9 daB durch dio metabolise ho 
Wirkung dor Kultur in dor Phase der intensiven Produkt- 
bildung die Konzontration des Phosphates < 7 mM 1st und 
nicht mehr ale 20 bis 30yUg/ml Ammonium freigosetzt wer- 
den« 

Hit dem erfindungsgemafien Vorfahron konnen Enzymaktivitaten 
err eicht warden, die die Hohe der aus Kalberdarm gewinnbaren 
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Aktivitaton erreichen, so dafl oino technischo Produktion 
balrtorieller alkalischer Phosphatase olconomiach sinnvoll 
1st. 

Gog on iib er der bisher durchgefuhrten Ideintechnischen Pro- 
duktion von alkalischer Phosphatase alt E* coll hat Bacillus 
licheniformis 41p - ZHDET 10 911 - den Vorteil, toxlkolo- 
glsch und pathologisch unbedenklich zu sein. 

Die Erfindung soil an hand von Ausftihrungebeispielen nahor 
erlautert werdon. 

Ausfuhrungsbeispiele 
Belsplel 1 

Dor Bakterienrason einer 48 h bel 37 °C bebruteten Schriig- 
agariultur Bacillus lichen tf or mis 41p - ZTTTT7P 10 911 - auf 
Casein as ar wird ait sterilea Leitungswasser abgeactaiemat 
und in 50 ml einesVorkulturmediums in 500 ml-Rundstehkolbon 
iibertragen. Nach einer liikubation von 7 h bel 37 °C auf 
einer Schiltteloaachine ait 220 XT/coin warden ca. 4 bis 6 x 
10 8 Zellen/ml errelcht. Demit warden die Produktionsmedien 
so beinpft, daB etwa 3 x 10^ Zellen/ml Kulturlosung vorhan- 
den sind. 

Der FermentatlonsprozeB alt dem nachfolgend aufgefuhrten 
Produktionsmedium erfolgte in einea Laborfermenter mlt 1,5 1 
Nettovolumen. Die Fermentation stamper atur lag bei 37 °C t der 
Lufteintrag betrug 1 vvm bei 800 U/oln, Der Anf angs-pH-Wert 
las bei 6 t 5, zum Zeitpunkt dee Abbaus lag er bei pH 7$0. 
Unter diesen Bedingungen bildet der erf indungsgem&Be Bacil- 
lus lichen If ormls 41p durohschnittllch 2,2 IE alkalische 
Phosphatase pro ml Kultur z en t r if ug at , das bei 6 000 U/min 
10 Uinuten zentrlfugiert wurde. 

Zusammensetzung der N&hrboden fiir die Anzucht des Bakterien- 
rasens und fxir die Vor kultur: 
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Titol dor Erfindung 

Verf ohron zur bioteohniaohon Herat el lung von alkalischor 
Phocphataae 

Aznendunsegebiet dor Erfindung 

Die Erfindung botrlfft oin Verfahren zur bloteohniaohen Her- 
at ellung von alkaliacher Phosphatase alt einom Bacillus 11- 
ohenif ortais-Stanim. Das Enzyca kann In der klinischen Dlogno- 
etik sonle Id der biochemiachen und molekularbiologiechen 
Forachung eingeaetzt warden* 

Charakterisierung der bekannten technischen Losungen 

Alkallsche Phosphatase wird von einer Vielzahl von Mikroor- 
g an i amen synthetielert. Untor den Bekterlen aind zwar meh- 
rere Spezies des Genua Baolllua dazu befahlgt, so z. B. Ba- 
cillus sub til is, Bacillus cereus und Bacillus licheniformie 
(J.G. HANSA et al. 1981, Biochim. Biophya. Acta 657 * 390 bia 
401; C, HIDBE4N et al. 1977, J. Biol. Chenw 252, 6806; W.H. 
CHESBHO & J*0. LAMPEK 1968 t Becteriol. 26, 428 bie 437), 
eber die bioteohniache Herat ellung von alkalischer Phospha- 
tase mit Baoillen 1st bisher nooh nioht bekannt. 

Es eziatleren Verfahren zur Heratellung von alkalischer 
Phosphatase mit Hilfe von Uikroorganiamen anderer Gattungen 9 
ao u. a. Actinoaycee coelicolor A-66 (SU-UH 9*3 279) • Acti- 

stroptonycin (SU-OR 1?8 337) scale mit E. coli und 
Serratia maroesceas, die neukonbinlerte Plastolde mit Genen 
fib? alkallsche Phosphatase enthalten (DB-OS 2 931 999)* 
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